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Introdução: As células-tronco mesenquimais (CTMs) vêm sendo utilizadas na terapia celular 
devido aos seus efeitos terapêuticos já estabelecidos. Podem ser isoladas a partir de diferentes 
tecidos, sendo os principais a medula óssea (MO), tecido do cordão umbilical (TCU), tecido 
adiposo (TA) e polpa dentária (PD). Por causa de suas características imunomoduladoras, são 
uma opção em potencial para a terapia imunossupressora. Embora a modulação da resposta 
imune pelas CTMs seja resultado de diversos fatores, a molécula HLA-G parece desempenhar 
um papel chave neste efeito. A expressão do HLA-G é capaz de inibir a proliferação de células 
T, B, NKs e monócitos e induzir a ativação de células Treg modulando a resposta imune do 
hospedeiro. Diante disso, a identificação de uma fonte de CTMs com maior expressão de HLA-
G pode ser uma boa estratégia para futuros tratamentos. Metodologia: Foram utilizadas três 
amostras de CTMs do TCU, do TA, da PD e uma amostra de MO como controle. As células 
foram cultivadas sob três formas: (i) cultivo padrão, com meio de cultivo suplementado com 
20% de Soro Bovino Fetal e antibióticos; (ii) cultivo sob estímulo de interferon-γ (IFN-γ); e 
(iii) cultivo sob condição de hipóxia (O2 2%). Após a obtenção do número necessário de células, 
que ocorreu nas passagens de número P5 a P7, foi analisada a expressão dos marcadores CD14, 
CD73, CD34, CD19, CD166, CD29, CD45, CD90, HLA-DR e CD105, característicos de 
CTMs. Concomitantemente, foi feita a análise de marcadores co-estimulatórios CD40, CD80 e 
CD86. Para estudar a expressão de moléculas imunossupressoras, a análise da molécula CD152 
(isoforma intracelular) e da isoforma HLA-G1 de membrana foi feita por citometria de fluxo. 
Para análise da isoforma solúvel HLA-G5 expressa no sobrenadante dos cultivos foram 
realizados os ensaios de ELISAPara a análise do potencial imunossupressor das CTMs, foi 
realizado o ensaio de inibição de linfócitos. CTMs foram cultivadas durante cinco dias com 
células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) nas proporções CTM:PBMC = 1:2; 1:5; 
e 1:10. Para determinar o impacto de polimorfismos presentes no gene HLA-G na expressão da 
proteína HLA-G, foi analisada a sequência dos éxons 1 a 5 e da região regulatória 3’UTR. 
Resultados e Discussão: A expressão dos marcadores celulares esteve de acordo com o exigido 
pela International Society for Cell and Gene Therapy. Todas as amostras foram consideradas 
negativas para a expressão de marcadores co-estimulatórios CD40, CD80 e CD86 e positivas 
para o CD152, independente da forma de cultivo. Quando cultivadas sob condição padrão de 
cultivo, CTMs do TCU expressaram 5,53x mais CD152 do que CTMs da PD (p=0,0164), e 
também expressaram HLA-G1 e HLA-G5 em níveis significativamente maiores (p=0,0287 e 
p=0,0001). A análise do potencial inibitório das CTMs permitiu observar que todas as fontes 
de CTMs foram capazes de inibir a proliferação das células imunes. Não foi observada diferença 
no percentual de inibição entre as fontes, com exceção das CTMs estimuladas com IFN-γ, 
cultivadas na proporção 1:2 (p=0,0153), onde as CTMs do TCU apresentaram potencial 
inibitório significativamente menor em relação as CTMs da PD (p=0,0156). Quando agrupados 
de acordo com o tratamento, não foi observada diferença no potencial imunomodulador das 
CTMs. As amostras que apresentaram o alelo HLA-G*01:04:01:01 inibiram as células imunes 
em níveis significativamente maiores (p=0,0003) em relação a amostra que não apresentou este 
alelo. Conclusão: O alelo HLA-G*01:04:01:01 parece conferir um maior potencial inibitório 
às CTMs e embora as três fontes se mostrarem alternativas eficientes a MO, o TCU apresentou 
vantagem em relação a expressão de moléculas imunossupressoras HLA-G e CD152, 
demonstrando ser a fonte mais promissora.  





Introduction: Mesenchymal stem cells (CTMs) have been used in cell therapy due to their 
already established therapeutic effects. They can be isolated from different tissues, the main 
ones being bone marrow (MO), umbilical cord tissue (TCU), adipose tissue (TA) and dental 
pulp (PD). Because of their immunomodulatory characteristics, they are a potential option for 
immunosuppressive therapy. Although the modulation of the immune response by MSCs is the 
result of several factors, the HLA-G molecule appears to play a key role in this effect. The 
expression of HLA-G is able to inhibit the proliferation of T cells, B, NKs and monocytes and 
induce the activation of Treg modulating cells by immune host response. Therefore, the 
identification of a source of MSCs with greater HLA-G expression can be a good strategy for 
future treatments. Methodology: Three samples of CTMs from TCU, TA, PD and a sample of 
MO were used as a control. The cells were grown in three forms: (i) standard culture, with 
culture medium supplemented with 20% Bovine Fetal Serum and antibiotics; (ii) cultivation 
under interferon-γ (IFN-γ) stimulation; and (iii) cultivation under hypoxia condition (2% O2). 
After obtaining the necessary number of cells, which occurred in passages number P5 to P7, 
the expression of the markers CD14, CD73, CD34, CD19, CD166, CD29, CD45, CD90, HLA-
DR and CD105, characteristic of CTMs, was analyzed . Concomitantly, co-stimulatory markers 
CD40, CD80 and CD86 were analyzed. To study the expression of immunosuppressive 
molecules, the analysis of the CD152 molecule (intracellular isoform) and the membrane HLA-
G1 isoform was performed by flow cytometry. For analysis of the soluble HLA-G5 isoform 
expressed in the supernatant of the cultures, ELISA assays were performed. For the analysis of 
the immunosuppressive potential of MSCs, the lymphocyte inhibition assay was performed. 
CTMs were cultured for five days with peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) in the 
proportions CTM:PBMC = 1:2; 1:5; and 1:10. To determine the impact of polymorphisms 
present in the HLA-G gene on the expression of the HLA-G protein, the sequence of exons 1 
to 5 and the regulatory region 3'UTR was analyzed. Results and Discussion: The expression 
of cellular markers was in accordance with that required by the International Society for Cell 
and Gene Therapy. All samples were considered negative for the expression of co-stimulatory 
markers CD40, CD80 and CD86 and positive for CD152, regardless of the culture method. 
When grown under standard culture conditions, TCU CTMs expressed 5.53x more CD152 than 
PD CTMs (p=0,0164), and also expressed HLA-G1 and HLA-G5 at significantly higher levels 
(p=0,0287 and p=0,0001). The analysis of the inhibitory potential of MSCs allowed to observe 
that all sources of MSCs were able to inhibit the proliferation of immune cells. No difference 
was observed in the percentage of inhibition between the sources, with the exception of CTMs 
stimulated with IFN-γ, grown in the proportion 1: 2 (p=0,0153), where the CTMs of TCU 
showed significantly lower inhibitory potential in relation to CTMs of the PD (p=0,0156). 
When grouped according to treatment, there was no difference in the immunomodulatory 
potential of MSCs. The samples that presented the HLA-G * allele 01: 04: 01: 01 inhibited the 
immune cells at significantly higher levels (p=0,0003) in relation to the sample that did not 
present this allele. Conclusion: The HLA-G*01:04:01:01 allele seems to confer a greater 
inhibitory potential to MSCs and although the three sources prove to be efficient alternatives to 
MO, TCU showed an advantage in relation to the expression of HLA-G and 
immunosuppressive molecules CD152, proving to be the most promising source.  
Keywords: HLA–G; immunosuppression; mesenchymal stem cell; cell therapy. 
  
 
LISTA DE SIGLAS 
 
3’UTR – região 3’ não traduzida 
5’UTR – região 5’ não traduzida 
APC – do inglês, Antigen-presenting cells 
CMV - Citomegalovírus 
CTM – células-tronco mesenquimais 
DC – do inglês, Dendritic cells 
DECH – doença do enxerto contra o hospedeiro 
FasL - ligante Fas 
HIF-1 – do inglês, Hypoxia-inducible factor 1 
HLA - do inglês, Human leukocyte antigen 
HLA-G – do inglês, Human leukocyte antigen -G 
HRE – do inglês, Hypoxia-Response Element 
IDO - Indoleamina 2,3 dioxigenase 
IFN-y - Interferon-gama 
IL-10 – Interleucina 10 
IL-6 - Interleucina 6  
ILT2 – do inglês, Ig-Like Transcript 2 
ILT4 – do inglês, Ig-Like Transcript 4 
ISCT – do inglês, International Society for Cell & Gene Therapy 
ISRE – do inglês, Interferon Stimulated Response Element 
KIR2DL4 – do inglês, Killer cell immunoglobulin-like receptor 2DL4 
MO – medula óssea 
NK – do inglês, Natural killer 
PBMC – do inglês, peripheral blood mononuclear cell 
PD – polpa dentária 
PGE2 - prostaglandina E2 
SBF – soro bovino fetal 
SNP - Polimorfismo de nucleotídeo único 
TA – tecido adiposo 
TCTH – transplante de células tronco hematopoiéticas 
  
 
TCU – tecido do cordão umbilical 
TNF-α - Fator de Necrose Tumoral Alfa 
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 1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 A PROTEÍNA HLA-G E AS CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS APRESENTAM 
CARACTERÍSTICAS IMUNOMODULADORAS SEMELHANTES 
 
Produzida a partir do gene Human leukocyte antigen–G (HLA-G), a proteína HLA-G foi 
descrita inicialmente como atuante na interface materno-fetal, impedindo a rejeição do embrião 
pelo sistema imune materno (FAVIER; LEMAOULT; CAROSELLA, 2007). Posteriormente, 
a expressão desta proteína foi observada em diversos outros tecidos, principalmente naqueles 
considerados imunologicamente privilegiados, como placenta, córneas e testículos, nos tecidos 
sob condições patológicas, como câncer, infecções virais e quando expostos à aloantígenos, 
como é o caso dos transplantes (BOEGEL et al., 2018; LUQUE et al., 2006a, 2006b; 
MURDACA et al., 2018; POLÁKOVÁ et al., 2015).  
Diferente das outras proteínas do complexo Human leukocyte antigen (HLA), a principal 
função da proteína HLA-G não é apresentar antígenos para linfócitos T. Através da ligação com 
receptores presentes em diferentes das células da resposta imune imunes, tais como as células 
Natural Killer (NK), macrófagos, células dendríticas (DC) e linfócitos T e B, HLA-G 
desempenha função imunossupressora, inibindo atividade citotóxica e induzindo proliferação 
de células supressoras (CHEN et al., 2013; CHEN etl al 2017). O HLA-G é capaz de: (i) inibir 
a atividade lítica e proliferação das NKs através de sua interação com receptores killer cell 
immunoglobulin-like receptor 2DL4 (KIR2DL4) e Ig-Like Transcript 2 (ILT2); (ii) inibir a 
proliferação e induzir apoptose de células T e B e estimular a diferenciação em células 
supressoras, através de receptores ILT2; e (iii) inibir a maturação de DCs e células 
apresentadoras de antígenos, pela ligação com os receptores Ig-like transcript 4 (ILT4) e ILT2 
(CONTINI et al., 2003; LEMAOULT, 2005; NAJI et al., 2014; RISTICH et al., 2005). 
Tendo em vista que a prevenção da resposta imune contra o enxerto é fundamental após 
o transplante de órgãos e de células-tronco hematopoiéticas, a expressão de HLA-G passou a 
ser considerada como um fator de bom prognóstico (LAZARTE et al., 2018). Em alguns estudos 
pode-se observar que a expressão de HLA-G reduz o risco de rejeição de aloenxertos (LUQUE 
et al., 2006a; SHESHGIRI et al., 2008), além de reduzir o período de recuperação dos pacientes 
(JIN et al., 2012a). O uso do HLA-G como tratamento também diminui a secreção de fatores 
inflamatórios/anti-inflamatórios (Fator de Necrose Tumoral Alfa [TNF-α] e interleucina-10 
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[IL-10]) e a infiltração de monócitos e granulócitos em tecidos enxertados (VON WEBSKY et 
al., 2016). 
De forma semelhante, as células-tronco mesenquimais (CTMs) apresentam 
características imunomoduladoras, além de capacidade de auto renovação, proliferação e 
diferenciação (FAIELLA; ATOUI, 2016). CTMs são células progenitoras multipotentes, 
capazes de originar células de diferentes tipos, apresentam rápida expansão em cultura sendo 
uma opção em potencial para a regeneração de tecidos e terapia imunossupressora. Podem ser 
isoladas a partir de diferentes tecidos, sendo os principais a medula óssea (MO), tecido do 
cordão umbilical (TCU), tecido adiposo (TA) e polpa dentária (PD) (GUADIX; ZUGAZA; 
GÁLVEZ-MARTÍN, 2017; PEIRED; SISTI; ROMAGNANI, 2016).  
 Os mecanismos imunossupressores das CTMs são mediados por fatores solúveis e de 
membrana expressos pelas CTMs (HE et al., 2015). Diversas proteínas com funções 
imunossupressoras foram descritas, sendo expressas sob condições basais ou após estimulação 
com IFN-γ ou em condições de hipóxia (WOBMA et al., 2018). Dentre as proteínas expressas, 
vale destacar a expressão do HLA-G, indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO), prostaglandina E2 
(PGE2) e ligante Fas (FasL), que parecem desempenhar funções centrais na modulação da 
resposta imune, enquanto outras citocinas desempenham funções auxiliares (JIANG et al., 
2015; KIM et al., 2018b; YANG et al., 2012). 
Em conjunto, a expressão dos fatores solúveis e de membrana pelas CTMs é capaz de 
modular as células imunes e criar um ambiente inibitório. Resultados in vitro demonstraram a 
eficácia das CTMs em inibir a proliferação de células T, B e NKs (DING et al., 2016), induzir 
a proliferação de células T reguladoras (CHEN et al., 2017), além de impedir a maturação de 
DC e a ativação de células NKs (MARTINEZ et al., 2017).  
Além disso, no estudo de Ding et al. (2016) e Martinez et al. (2017) ficou evidente que 
as CTMs são capazes de inibir a produção e secreção de citocinas pró-inflamatórias 
(interleucina-6 [IL-6], TNF-α e fator de crescimento endotelial vascular A [VEGF-A]) pelas 
células imunes. Assim, a expressão de fatores imunossupressores solúveis e de membrana pelas 
CTMs é capaz de suprimir a resposta imune através da inibição da proliferação de células 
alorreativas, indução da geração de células regulatórias e bloqueio da produção de citocinas 
pró-inflamatórias. Dessa forma, observa-se que as CTMs garantem um microambiente seguro 
14  
 
tanto para elas mesmas, quanto para outras células ao seu redor (DING et al., 2016; SELMANI 
et al., 2008). 
Tendo em vista o potencial imunomodulador que as CTMs desempenham e o fato de 
não induzirem ativação de células imunes, visto que não expressam moléculas estimulatórias 
CD40, CD80, CD86 e HLA-DR (KIM et al., 2018b; MENNAN et al., 2016), estas células se 
tornaram uma opção em potencial para a terapia imunossupressora de doenças imunes. A 
infusão de CTMs vêm sendo testada em diversos transtornos imunes, como doença do enxerto 
contra o hospedeiro (DECH), diabetes, doença de Crohn, esclerose múltipla e esclerose lateral 
amiotrófica, como forma alternativa de tratamento imunossupressor (FIGUEROA et al., 2012). 
 
1.2 A MOLÉCULA CD152 COMO AUXILAR NO POTENCIAL IMUNOSSUPRESSOR 
DAS CTMS 
 
Outra molécula importante na manutenção da resposta imune mediada por CTMs é a 
CD152, também conhecida como CTLA-4 (do inglês, cytotoxic T lymphocyte antigen 4), uma 
importante molécula reguladora negativa da ativação de células T (LAURENT et al., 2013). 
Embora tenha sido considerada células T específicas inicialmente, estas moléculas foram 
observadas posteriormente em outras células do sistema imune, como células B e DC. CD152 
tem maior afinidade por receptores B7.1 e B7.2 presentes em DCs, competindo com moléculas 
CD28 de células T pela ligação a estes receptores. Desta forma, o bloqueio da formação de 
ligação CD28-B7.1/B7.2 impede a estimulação de células T (DAI et al., 2015; GABER et al., 
2018). 
Foi observado que, além da expressão por células imunes, CTMs também expressam 
CD152 em sua isoforma de membrana e solúvel. Estas moléculas inibitórias desempenham um 
papel importante no efeito imunossupressor mediado pelas CTMs, sendo eficientes no bloqueio 
da secreção de fatores pró-inflamatórios por células mononucleares do sangue periférico 
(PBMCs) (GABER et al., 2018; HEGEL et al., 2009). Também garantem o estado anérgico de 
células T, além de induzir apoptose e inibir a proliferação das células imunes (DAI et al., 2015; 






1.3 A EXPRESSÃO DE MOLÉCULAS COESTIMULATÓRIAS INFLUENCIA O PERFIL 
E A INTENSIDADE DA RESPOSTA IMUNE 
 
CTMs são únicas entre as células nucleadas de mamíferos, visto que não estimulam 
(ou estimulam muito pouco) uma resposta alogênica quando entram em contato com um sistema 
imune HLA-incompatível competente. Este fenômeno se deve, em partes, pela ausência de 
expressão de moléculas coestimulatórias CD40, CD80 e CD86 na sua superfície celular. Estas 
moléculas estão envolvidas na ativação de células T, resultando no desencadeamento de uma 
resposta imune. Visto isso, além das moléculas inibitórias, a regulação do sistema imunológico 
também é mantida por moléculas coestimulatórias, responsáveis pela ativação da resposta 
imune (WANG et al., 2009; WEISS et al., 2008).  
A regulação da resposta imune depende, em grande parte, do estado de ativação de 
células T e do sistema imune inato por antígenos específicos. As moléculas coestimulatórias 
CD40, CD80 e CD86 desempenham um papel fundamental no estímulo de uma resposta 
imunológica. Quando expressas na superfície celular, estas moléculas são capazes de ligarem à 
receptores das células imunes, principalmente células T, alterando o estado imunológico inativo 
e desencadeando uma resposta contra as células não imunes (GAO et al., 2014). 
Além disso, a resposta imune também é mantida pela ação das DC. Estas células 
imunes desempenham papel na iniciação, manutenção e regulação da resposta imune através da 
promoção da ativação antígeno-específica de células T. As moléculas coestimulatórias CD40, 
CD80 e CD86 expressas pelas DCs ativam as células T e desencadeiam uma resposta imune. 
Entretanto, CTMs impactam na iniciação de uma resposta inibindo a expressão destas 
moléculas pelas DCs e impedindo a maturação de monócitos em DCs (GAO et al., 2014; 
NAUTA et al., 2006). 
 
1.4 A FORMA DE CULTIVO DAS CTMS IMPACTA EM SEU POTENCIAL 
IMUNOMODULADOR 
 
Diferente da ideia inicial de que as CTMs desempenhariam seu potencial terapêutico 
através da sua capacidade de diferenciação para reposição celular de tecidos, hoje acredita-se 
que os efeitos terapêuticos são desencadeados pela secreção de moléculas e vesículas 
extracelulares, localmente ou à distância. Esta expressão de fatores pode ser influenciada pelo 
ambiente in vivo no qual as células se encontram e, consequentemente, o cultivo in vitro sob 
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diferentes condições pode desencadear a expressão diferenciada destes fatores (MADRIGAL; 
RAO; RIORDAN, 2014). 
A hipóxia é uma destas condições que é observada em lesões teciduais, por exemplo. 
O estresse causado pela diminuição de oxigênio resulta na ativação do fator 1-alfa induzível 
por hipóxia (HIF-1), que induz a transcrição de determinados genes. O cultivo de CTMs sob 
condição de hipóxia induz a expressão de fatores de crescimento como VEGF, Fibroblast 
growth factor 2 (FGF-2), Hepatocyte growth factor (HGF), e Insuline like growth factor 1 (IGF-
1), por CTMs da MO, TA, placenta e PD. Com relação às suas características 
imunossupressoras, condição de hipóxia é capaz de aumentar a expressão de IDO em CTMs, 
molécula importante para a modulação da resposta imune (CRISOSTOMO et al., 2008; 
MADRIGAL; RAO; RIORDAN, 2014). Dessa forma, o cultivo de CTMs sob hipóxia impacta 
positivamente no potencial terapêutico destas células, podendo ser utilizado para a expansão in 
vitro de CTMs para a terapia celular (ALMERIA et al., 2019; ELABD et al., 2018). 
Além da condição de hipóxia, a secreção de fatores imunossupressores é influenciada 
por um ambiente inflamatório. O IFN-y é uma citocina pró-inflamatória produzida por células 
imunes e está associado ao desenvolvimento da DECH aguda. A simulação de um ambiente 
inflamatório pela adição de IFN-y é capaz de estimular a expressão de IDO, TGF-β, HGF e 
PGE2 (KIM et al., 2018a; LIANG et al., 2018; MADRIGAL; RAO; RIORDAN, 2014). Assim, 
é evidente que o condicionamento de CTMs sob condição de hipóxia ou sob estímulo de IFN-
y impacta nas propriedades imunossupressoras destas células, podendo ser utilizadas no auxílio 
do enxerto de células transplantadas ou na melhora de doenças imunes. 
 
1.5 A UTILIZAÇÃO DAS CTMS COMO TRATAMENTO DA DECH 
 
A doença do enxerto contra o hospedeiro (DECH) é, talvez, a desordem imune mais 
bem estudada em relação a terapia celular com CTMs, tornando-se uma excelente forma de 
demonstrar o potencial terapêutico dessas células in vivo. Esta doença é uma das principais 
barreiras que impedem o bom prognóstico de pacientes submetidos ao transplante de células-
tronco hematopoiéticas (TCTH) e, desenvolve-se quando células imunes do doador, 
transplantadas junto com a medula ou células-tronco, reconhecem aloantígenos presentes em 
células do paciente como estranho e atacam suas células. Normalmente, a doença é marcada 
pela manifestação de febre, erupções cutâneas, diarreia e pancitopenia, e envolve órgãos como 
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fígado, pulmão e intestino, podendo levar à falência múltipla de órgãos, que evolui rapidamente 
para quadros mais grave e morte (MURATA, 2015; PREM et al., 2019; SHARMA et al., 2012; 
WENG; PANCOSKA; PATEL, 2008). 
Mesmo com a implementação de profilaxia usual contra a DECH, que consiste na 
administração de Ciclosporina A (CsA) ou Tacrolimos combinado com Metotrexato (ATSUTA 
et al., 2016), a doença se manifesta na forma aguda (aDECH) em cerca de 53-62,5% dos 
pacientes e na forma crônica (cDECH) em 20-50,4% (BAKER et al., 2016; PAZ et al., 2018). 
As altas taxas de desenvolvimento desta complicação contribuem para cerca de 6,3% do número 
de óbitos após TCTH (YAN et al., 2016). Ainda que a administração de CsA impeça o 
desenvolvimento da doença em alguns casos (DE KORT et al., 2019), cerca de 19% dos casos 
de aDECH II-IV se mostram resistentes à terapia convencional, resultando em altas taxas de 
mortalidades nesse grupo de pacientes (MINCULESCU et al., 2018; TAN et al., 2017).  
 Devido às suas características imunossupressoras, as CTMs vêm sendo utilizadas no 
tratamento da DECH desde a primeira publicação de resultados promissores por Le Blanc 
(2004). Alguns estudos variam quanto ao resultado, mas a maioria aponta para resultados 
positivos e promissores. Variações também são observadas na concentração das células e no 
número de doses de CTMs administradas em cada paciente, o que pode explicar, em partes, a 
divergência de resultados. 
 
1.6 POLIMORFISMOS HLA-G 
 
O HLA-G desempenha um papel central na modulação da resposta imune. Desta forma, 
um dos fatores que pode estar envolvido nas diferenças de imunossupressão/expressão 
observadas entre pacientes são os polimorfismos presentes no gene HLA-G (DIAS et al., 2018), 
visto que outros fatores como idade e gênero não impactam na expressão (MURDACA et al., 
2018; OKUSHI et al., 2017). Diversos polimorfismos já foram descritos no gene HLA-G (DIAS 
et al., 2015; DONADI et al., 2011; DURMANOVA et al., 2019; MORANDI et al., 2016), 
embora pouco se conheça sobre o impacto destes nos transplantes em geral, e menos ainda no 
desfecho do TCTH. 
Acredita-se que o efeito imunossupressor é diretamente proporcional ao nível de HLA-
G, ou seja, polimorfismos que favoreçam a expressão proteica devem estar associados ao 
melhor desfecho dos transplantes (YANG et al., 2012). Também foi visto que a conformação 
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da proteína impacta na ligação com as células imunes e, dessa forma, os polimorfismos também 
influenciam no potencial imunossupressor das células (CELIK et al., 2018). Apesar da 
importância que os polimorfismos desempenham, os poucos estudos que se propuseram a 
estudá-los visaram, na maioria, o polimorfismo de 14bp INDEL da região 3’ não traduzida 
(3’UTR) e ainda há muita divergência entre estes (AGHDAIE et al., 2011; AZARPIRA et al., 
2014; CHIUSOLO et al., 2012; CRISPIM et al., 2007; JIN et al., 2012b; LA NASA et al., 2007; 
LITTERA et al., 2013; MISRA et al., 2013; THUDE et al., 2016; VERLOES et al., 2017b; 
WATERHOUSE et al., 2013).  
Com relação ao polimorfismo 14bp INDEL, alguns estudos apontam o genótipo 
homozigoto para deleção (14bp DEL/DEL) e o heterozigoto (14bp INS/DEL) como associado 
ao desenvolvimento de rejeição, após transplante renal (LITTERA et al, 2013), e aDECH, após 
TCTH (OKUSHI et al., 2017). Thude et al. (2016) observaram que o genótipo homozigoto para 
a inserção de 14 pares de bases (14bp INS/INS) reduz em 40% a chance de pacientes 
manifestarem episódios de rejeição. Dessa forma, o alelo 14bp INS parece desempenhar um 
papel protetivo nestes pacientes. 
Por outro lado, outros estudos apresentam resultados discordantes, tendo sido observado 
que o genótipo 14bp INS/INS está associado com maior frequência de rejeição, enquanto o alelo 
14bp DEL desempenha papel protetivo, após transplante renal (MISRA et al, 2013). Apesar 
disso, Jin et al. (2012) observaram que a presença do alelo 14bp INS está associado a menores 
chances de infecção por (Citomegalovírus) CMV. E, apesar de não observar associação com 
desenvolvimento de aDECH após TCTH, Chiusolo et al. (2012) observaram associação do 
genótipo 14bp DEL/DEL e 14bp INS/DEL com maior sobrevida dos pacientes (40 meses vs 10 
meses, comparado com 14bp INS/INS). 
Alguns estudos mostraram a influência do polimorfismo 14bp INDEL na expressão do 
HLA-G. De acordo com estes, a presença do alelo 14bp INS (homozigose/heterozigose) diminui 
a expressão do gene, enquanto o genótipo homozigoto para o alelo 14bp DEL resulta em níveis 
elevados (WATERHOUSE et al, 2013; VERLOES et al, 2017). Em contrapartida Crispim et 
al. (2007) e Azarpira et al. (2014) não observaram associação entre o polimorfismo 14bp INDEL 
e o desfecho de transplante renal e hepático. 
Com relação aos outros polimorfismos, poucos deles foram estudados. Misra et al. 
(2013) observaram associação entre o polimorfismo de nucleotídeo único (SNP) -964G>A e -
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725G>T na região 5’ não traduzida (5’UTR) e rejeição aguda após transplante renal; Alves et 
al. (2012) associaram os genótipos +3035C-C e +3187A-G com o desenvolvimento de rejeição, 
enquanto o genótipo +3035C-T apresentou efeito protetor, após transplante renal; Thude et al. 
(2016) observaram associação entre o genótipo +3142G-G e menores chances de 
desenvolvimento de rejeição após transplante hepático; e Misra et al. (2013) analisaram 
polimorfismos na região codificadora e observaram que os alelos G*01:01:01:03, G*01:01:02, 
G*01:06 e G*01:05:N mostraram maior risco de desenvolvimento de rejeição, enquanto 
G*01:01:01:01 e G*01:04:01 desempenharam efeito protetor, após transplante renal. 
 
2 JUSTIFICATIVA  
 
No que diz respeito às CTMs, foi observada expressão de mRNA HLA-G e as isoformas 
HLA-G1, –G5, -G6 e -G7, em células obtidas da geleia de Wharton, TA, PD, placenta e MO 
(DING et al., 2016; KIM et al., 2018b; LEE et al., 2012; MUN et al., 2018; SELMANI et al., 
2009; WANG et al., 2016; YI et al., 2016). Tendo em vista que a manutenção da resposta imune 
é fundamental para pacientes transplantados e com doenças autoimunes, a expressão do HLA-
G passou a ser considerada um fator importante em CTMs para o bom prognóstico dos pacientes 
tratados (LAZARTE et al., 2018). Sendo assim, a identificação de uma fonte de CTMs 
alternativa à MO, que seja de obtenção mais fácil e que possa ser identificada com uma maior 
expressão desta proteína seria de enorme importância para o tratamento de pacientes 
transplantados e portadores de doenças autoimunes.  
Da mesma forma, a determinação de uma forma de cultivo que estimule a expressão do 
gene HLA-G se mostra interessante para o uso clínico, podendo ser cultivadas CTMs sob 
condições que amplifiquem seu potencial imunossupressor visando o uso terapêutico destas 
células. Apesar da utilização de IFN-γ ser mais frequentemente observada como potencializador 
da capacidade inibitória das CTMs, esta citocina se mostrou ineficaz como indutor da expressão 
de HLA-G, conforme esperado pela presença de uma sequência cis reguladora, ISRE (do inglês, 
interferon-stimulated response element), não funcional na região promotora do gene 
(CASTELLI et al., 2014).  
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi comparar a expressão de HLA-G por CTMs, 
derivadas de outras fontes que não a MO, como o TCU, TA e PD, cultivadas sob diferentes 
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formas de cultivo (cultivo padrão, sob estímulo de IFN-γ ou sob estresse causado por hipóxia) 
com o intuito de determinar se alguma destas fontes pode ser mais adequada para obtenção de 
células-tronco que poderão ser utilizadas em tratamentos de doenças que necessitam de 




3.1 OBJETIVO GERAL 
 
 Comparar a expressão de moléculas inibitórias CD152 e HLA-G, moléculas 
coestimulatórias CD40, CD80 e CD86 e o potencial imunomodulador entre 
células tronco mesenquimais de fontes alternativas (TCU, PD e TA) e a fonte 
padrão no uso clínico (MO), expandidas sob diferentes condições de cultivo 
(cultivo padrão, sob estímulo de IFN-γ e sob estresse de baixa concentração de 
oxigênio). 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Determinar o perfil de expressão de moléculas co-estimulatórias CD40, CD80 
e CD86 em CTMs da MO, PD, TCU e TA, buscando a fonte com menor 
potencial de ativação alogênica; 
 Determinar o perfil de expressão de molécula CD152, HLA-G1 e HLA-G5 em 
CTMs da MO, PD, TCU e TA, buscando a fonte com maior potencial 
imunossupressor; 
 Comparar o potencial imunossupressor de CTMs da MO, PD, TCU e TA, 
buscando a fonte com maior efeito inibitório em células do sistema 
imunológico; 
 Determinar o genótipo HLA-G das amostras obtidas de CTMs da MO, PD, 
TCU e TA, buscando associar polimorfismos presentes no gene ao nível de 
expressão da proteína HLA-G; 
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 Determinar a melhor forma de cultivo das CTMs, buscando melhorar o 
potencial imunossupressor destas células para a obtenção de melhores 




O trabalho foi realizado no Laboratório de Imunogenética e Histocompatibilidade 
(LIGH) do Departamento de Genética da Universidade Federal do Paraná (UFPR) em parceria 
com o Núcleo de Tecnologia Celular (NTC) da Pontifícia Universidade Católica do Paraná 
(PUCPR). O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da PUCPR (CAAE 
98834718.9.0000.0020) (Anexo I). O desenho experimental pode ser visualizado na Figura 1. 
 
Figura 1 – Fluxograma de tarefas desempenhadas durante a execução do projeto. Fonte: o autor. 
 
Foram utilizadas quatro fontes de CTMs (Figura 2): TCU (n=3), TA (n=3), PD (n=3) e 
MO (n=1). A escolha das fontes PD, TCU e TA foi feita devido a fácil coleta destes tecidos, 
que são descartados após o procedimento cirúrgico; a MO que é a fonte mais comumente 
utilizada serviu como controle. Por conta disso, as questões éticas envolvendo a sua coleta são 
mais brandas em comparação à MO, que é a fonte mais utilizada na clínica e necessita de 
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métodos muito invasivos para sua obtenção, dificultando o isolamento de CTMs desta fonte e 
a sua utilização para a terapia celular. 
 
 
Figura 2 – Fonte de obtenção das células-tronco mesenquimais utilizadas para o desenvolvimento do trabalho. 
Fonte: o autor. 
 
4.1 COLETA E ISOLAMENTO DE CTMS DO TCU 
 
Para a obtenção de CTMs do TCU (CTM-TCU) foram feitas coletas de TCU humano 
no Hospital Angelina Caron – Campina Grande do Sul/PR. Após o parto, o TCU foi cortado 
próximo a placenta e acondicionado na sua totalidade em um tubo estéril de 50 mL contendo 
meio IMDM (GibcoTM, Invitrogen, NY, USA) suplementado com uma solução de penicilina 
(100 μg/mL) e estreptomicina (100 μg/mL) (GibcoTM, Invitrogen, NY, USA). O material obtido 
foi então levado imediatamente ao NTC-PUCPR, onde as foram isoladas as células de interesse. 
Para o isolamento das CTMs, o TCU foi macerado mecanicamente utilizando-se 
bisturi, seguido por digestão enzimática com solução de colagenase tipo II (GibcoTM, 
Invitrogen, NY, USA) a 0,1% durante 16h, a 37ºC sob agitação. Após, o material foi 
centrifugado por 10 minutos a 400g e adicionado solução 0,25% de tripsina/EDTA (GibcoTM, 
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New York, USA), em homogeneização constante por 15 minutos seguido da adição de 10% de 
Soro Bovino Fetal (SBF) (GibcoTM, New York, USA) para parar a ação da tripsina e seguido 
de centrifugação. Após a digestão enzimática, o material foi lavado com solução alcalina 
fosfatada (PBS- GibcoTM, Invitrogen, NY, USA). Na sequência e, em continuidade à digestão 
enzimática, utilizou-se tripsina/EDTA a 0,25% (InvitrogenTM, NY, USA), durante 15 min em 
estufa a 37ºC. As células obtidas no final do processo foram cultivadas em uma densidade de 
1x105 células por cm2 em frascos de cultura (de 75 cm2, com tampa de filtro) (TPP, 
Trasadingen, Switzerland) e cultivadas em meio IMDM suplementado com 20% de (SBF)  
(GibcoTM, Invitrogen, NY, USA), 100 μg/mL de estreptomicina e 100 U/mL de penicilina. 
 
4.2 COLETA E ISOLAMENTO DE CTMS DA PD 
 
Para a obtenção de CTMs da PD (CTM-PD) extraiu-se o 3º molar de pacientes 
atendidos na Clínica de Odontologia da PUCPR, os quais, em um procedimento prévio à coleta, 
realizaram enxague bucal com clorexidina. O material extraído foi acondicionado em tubo de 
coleta estéril e encaminhado ao NTC-PUCPR. 
Antes do isolamento, o material foi lavado com PBS contendo antibiótico (100 μg/mL 
de estreptomicina e 100 U/mL de penicilina). A PD foi removida mecanicamente com auxílio 
de lima endodôntica e sofreu dissociação enzimática pela ação da enzima colagenase tipo II a 
0,1%, sob agitação, a 37ºC, por 1 hora, seguindo-se a filtração e centrifugação em PBS. As 
células obtidas ao final do processo foram cultivadas em uma densidade de 1x105 células por 
cm2 em frascos de cultura (de 75 cm2, com tampa de filtro) (TPP, Trasadingen, Switzerland) e 
cultivadas em meio IMDM suplementado com 20% de SBF (GibcoTM, Invitrogen, NY, USA), 
100 μg/mL de estreptomicina e 100 U/mL de penicilina. 
 
4.3 COLETA E ISOLAMENTO DE CTMS DO TA 
 
Para a obtenção de CTMs do TA (CTM-TA) utilizou-se tecido gorduroso obtido após 
procedimentos de lipoaspiração estética de pacientes atendidos no Hospital Angelina Caron – 
Campina Grande do Sul/PR. O material obtido foi lavado com PBS, seguido por digestão 
enzimática colagenase tipo I durante 30 minutos, a 37°C sob agitação, seguido de filtração em 
filtros de 100 e 40-μm. As células obtidas ao final do processo foram cultivadas em uma 
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densidade de 1x105 células por cm2 em frascos de cultura (de 75 cm2, com tampa de filtro) 
(TPP, Trasadingen, Switzerland) e cultivadas em meio DMEM-F/12 suplementado com 20% 
de SBF (GibcoTM, Invitrogen, NY, USA), 100 μg/mL de estreptomicina e 100 U/mL de 
penicilina. 
 
4.4 OBTENÇÃO DAS CTMS DA MO 
 
Para a obtenção do número necessário de CTMs provenientes da MO não foram 
necessários a coleta e o isolamento das células. Estas células já estavam previamente 
criopreservadas no Núcleo de Tecnologia Celular da PUCPR. Por conta disso, a amostra de MO 
foi descongelada e direcionada diretamente para o cultivo, onde foi expandida da mesma forma 
que as demais fontes. 
 
4.5 CULTIVO DAS CTMS 
 
As células obtidas da MO, TCU, PD e TA foram cultivadas em garrafas de 75cm2, 
incubadas em estufa umidificada a 37ºC com 5% de tensão de CO2 (Figura 3). O meio de 
cultivo foi trocado a cada 3-4 dias até as células alcançarem confluência celular. Para CTMs da 
MO, TCU e PD foi utilizado meio IMDM suplementado com 20% de SBF, 100 μg/mL de 
estreptomicina e 100 U/mL de penicilina. Para CTMs do TA foi utilizado meio DMEM-F/12 
suplementado com 20% de SBF, 100 μg/mL de estreptomicina e 100 U/mL de penicilina. 
Quando confluentes (ocupando cerca de 80%-90% da área da garrafa de cultivo), as células 
aderentes foram dissociadas utilizando tripsina/EDTA a 0,25% e novamente cultivadas em uma 
concentração de 1x105 células por cm2. Este processo foi repetido até que as CTMs alcançassem 
o número de células suficientes para todos os experimentos o que usualmente foi entre as 




Figura 3 – Representação esquemática do isolamento e expansão das CTMs e linha do tempo associada 
ao processo de obtenção do número necessário de células para os experimentos. Fonte: o autor. 
 
4.6 ESTIMULAÇÃO DAS CTMS EM CULTIVO  
 
Ao final do cultivo, quando as células atingiram as passagens de número P5 a P7, as 
CTMs foram estimuladas com IFN-γ ou condição de hipóxia (Figura 4), visando comparar os 
dois tratamentos e suas eficácias na indução da expressão gênica do HLA-G e de moléculas co-
estimulatórias. O IFN-γ foi utilizado à uma concentração final de 10 ng/ml, adicionado ao meio 
de cultura, seguido por incubação durante 48h para ativação traducional, conforme Kim et al. 
(2018). Para o estado de hipóxia, as células foram cultivadas em incubadoras hermeticamente 
fechadas, que garantem a condição de 5% CO2, 2% O2 e 93% N2, por 24h, como recomendado 




Figura 4 – Representação esquemática da estimulação das CTMs com IFN-γ ou hipóxia. Fonte: o autor. 
 
4.7 CARACTERIZAÇÃO CELULAR E MOLÉCULAS CO-ESTIMULATÓRIAS 
 
Para caracterização celular foram seguidos os parâmetros recomendados pela ISCT 
(International Society for Cell and Gene Therapy), que incluem a verificação dos seguintes 
critérios mínimos: (i) aderência das CTMs em superfícies plásticas quando mantidas em 
condições de cultivo; (ii) expressão positiva de marcadores CD105, CD73 e CD90; e (iii) 
ausência de expressão de marcadores de superfície celular CD45, CD34, CD14, CD19 e HLA-
DR.  
O painel completo de marcadores celulares analisados pode ser observado na Tabela 
1. Os marcadores foram analisados utilizando-se os respectivos anticorpos para detecção: CD29 
(BD PharmingenTM, BD Biosciences, San Jose, USA), CD73 (BD PharmingenTM, BD 
Biosciences, San Jose, USA), CD90 (BD PharmingenTM, BD Biosciences, San Jose, USA), 
CD105 (BD PharmingenTM, BD Biosciences, San Jose, USA), CD166 (BD PharmingenTM, BD 
Biosciences, San Jose, USA), HLA-DR (BD PharmingenTM, BD Biosciences, San Jose, USA), 
CD14 (BD PharmingenTM, BD Biosciences, San Jose, USA), CD19 (BD PharmingenTM, BD 
Biosciences, San Jose, USA), CD34 (BD PharmingenTM, BD Biosciences, San Jose, USA), 
CD45 (BD PharmingenTM, BD Biosciences, San Jose, USA), HLA-ABC (BD PharmingenTM, 
BD Biosciences, San Jose, USA), 7-AAD (viabilidade) (BD PharmingenTM, BD Biosciences, 
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San Jose, USA) e Anexina-V (apoptose) (BD PharmingenTM, BD Biosciences, San Jose, USA).
 Para a análise das moléculas co-estimulatórias foram utilizados os anticorpos CD40 (BD 
PharmingenTM, BD Biosciences, San Jose, USA), CD80 (BD PharmingenTM, BD Biosciences, 
San Jose, USA) e CD86 (BD PharmingenTM, BD Biosciences, San Jose, USA). 
 
Tabela 1 – Painel de anticorpos utilizado para caracterização das células por citometria de fluxo. 
Tubo FITC PE PE-Cy5 PE-Cy7 APC 
1 Cont. isotípico Cont. isotípico Cont. isotípico Cont. isotípico Cont. isotípico 
2 CD14 CD73 - CD40 CD34 
3 CD19 CD166 - CD80 CD29 
4 CD45 CD90 HLA-DR CD86 CD105 
5 HLA-ABC Anexina-V 7-AAD - - 
Legenda (fluorocromos): FITC (Isotiocianato de fluoresceína); PE (Ficoeritrina); PE-Cy5 (Ficoeritrina/Cy5); PE-
Cy7 (Ficoeritrina/Cy7); APC (Aloficocianina). 
Fonte: o autor. 
 
Para a marcação das CTMs, foram utilizadas células em passagem P5 ou P6. Entre 
0,6x106 e 1x106 células foram transferidas para tubos e lavadas com PBS. Após a lavagem, o 
sobrenadante foi desprezado por inversão manual, e os anticorpos correspondentes foram 
adicionados e incubados no escuro durante 30 minutos, em temperatura ambiente. Terminado 
o período de incubação, as células foram novamente lavadas com PBS e fixadas com 
paraformaldeído (PFA) 1%. A aquisição das células foi realizada pelo citômetro FACS Calibur 
(BD Biosciences, San Jose, USA) e a análise foi feita pelo software FlowJo (FlowJo, Ashland, 
OR, USA). 
 
4.8 MARCAÇÃO DE MOLÉCULAS CD152 E HLA-G 
 
Para marcação do CD152 (BD PharmingenTM, BD Biosciences, San Jose, USA), entre 
0,6x106 e 1x106 células foram lavadas com PBS e incubadas com solução Fix & Perm Medium 
A (InvitrogenTM, Carlsbad, USA) durante 15 minutos, em temperatura ambiente, no escuro, para 
permeabilização da membrana celular. Terminado o período de incubação, as células foram 
lavadas novamente com PBS e incubadas novamente com Fix & Perm Medium B e anticorpo 
CD152, durante 30 minutos em temperatura ambiente, no escuro. Após, foi feita lavagem com 
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PBS e fixação das células com paraformaldeído (PFA) 1%. Para a marcação de HLA-G foi 
utilizada a mesma metodologia descrita para os marcadores celulares descritos no tópico “4.6 
CARACTERIZAÇÃO CELULAR E MOLÉCULAS CO-ESTIMULATÓRIAS”, com a adição 
de anticorpo MEM-G/9 (EXBIOTM, Praha, Czech Republic) (Tabela 2). 
 
Tabela 2 – Painel de anticorpos utilizado para caracterização das células por citometria de fluxo. 
Tubo FITC PE PE-Cy5 PE-Cy7 APC 
1 Cont. isotípico Cont. isotípico Cont. isotípico Cont. isotípico Cont. isotípico 
2 - MEM-G/9 CD152 - - 
Legenda (fluorocromos): FITC (Isotiocianato de fluoresceína); PE (Ficoeritrina); PE-Cy5 (Ficoeritrina/Cy5); PE-
Cy7 (Ficoeritrina/Cy7); APC (Aloficocianina). 
Fonte: o autor. 
 
A aquisição das células foi realizada pelo citômetro FACS Calibur (BD Biosciences, 
San Jose, USA) e a análise foi feita pelo software FlowJo (FlowJo, Ashland, OR, USA). 
 
4.9 DETECÇÃO DE HLA-G SOLÚVEL 
 
O HLA-G solúvel no sobrenadante das culturas de CTMs foi mensurado pelo teste 
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). As amostras foram incubadas em microplacas 
com poços revestidos por anticorpo monoclonal MEM-G/9. Seguiu-se um período entre 16 a 
20h de incubação e, após foi feita a lavagem dos poços e adição de anticorpo anti-human β2-
microglobulin marcado com “horseradish peroxidase (HRP)”, incubando-se por 60 minutos. 
Após outra lavagem, foi adicionado substrato TMB para reagir com o conjugado HRP. A reação 
foi interrompida pela adição de solução ácida e feita a mensuração da absorbância (proporcional 
à concentração de sHLA-G). A análise para determinação da concentração de HLA-G foi feita 
através do software GraphPad Prism 7®. 
 
4.10 ENSAIO DE INIBIÇÃO 
 
Para comparar o potencial imunossupressor entre as fontes de CTMs, foi executado o 
Ensaio de Inibição de Linfócitos (Figura 5), que analisa a taxa de PBMCs marcadas com com 
CarboxiFluoresceína Succinimidil Éster (CFSE) (Sigma-AldrichTM, Missouri, Estados Unidos), 
estimuladas com o mitógeno fitohemaglutinina (PHA) (Sigma-AldrichTM, Missouri, Estados 
Unidos) e cultivadas na presença de CTMs para avaliar o potencial destas células em inibir a 
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proliferação das PBMCs. A distribuição homogênea dos produtos fluorescentes no citoplasma 
da célula resulta em fluorescência uniforme. Quando ocorre divisão celular, tais compostos são 
distribuídos entre as células filhas, o que faz com que as mesmas emitam menos fluorescência 
quando comparadas às células progenitoras. Esse fenômeno permite a análise, por técnicas 
fluorescentes, do comportamento proliferativo das células, por meio do decaimento da 
fluorescência emitida pelas mesmas, ao longo das sucessivas divisões celulares. Essas divisões 
podem ser mensuradas por meio de histogramas de fluorescência, onde cada pico corresponde 
a um ciclo de divisão celular.  
Para cada experimento, foi feito uma placa controle, onde foram cultivadas PBMCs 
em triplicata da seguinte forma: PBMCs não marcadas com CFSE e não estimuladas com PHA; 
PBMCs marcadas com CFSE e não estimuladas com PHA; e PBMCs marcadas com CFSE e 
estimuladas com PHA (Figura 5). Para a avaliação do potencial imunossupressor das CTMs, as 
CTMs foram cultivadas em placas de 24 poços e incubadas durante 2h para aderência à placa. 
Posteriormente, foram obtidas e isoladas PBMCs, as quais foram incubadas com CFSE para 
marcação celular. Foram adicionados 1 mL de PBMCs em cada poço contendo CTMs, seguido 
de estimulação com PHA. As PBMCs foram adicionadas em diferentes concentrações 
(CTM:PBMC = 1:2; 1:5; 1:10). As placas foram incubadas por cinco dias, à 37ºC, protegidas 
da luz. Passados cinco dias, as PBMCs foram coletadas e incubadas com CD3 (para a marcação 
de linfócito) (BD PharmingenTM, BD Biosciences, San Jose, USA) por 15 minutos, e a aquisição 
das células foi realizada pelo citômetro FACS Calibur (BD Biosciences) e a análise pelo 





Figura 5 – Representação esquemática do Ensaio de Inibição: (i) coleta de sangue de um doador saudável; (ii) 
centrifugação e isolamento das células mononucleares do sangue periférico; e (iii) cultivo em placa com células-
tronco mesenquimais. Fonte: o autor. 
 
Uma das exigências para que as CTMs sejam utilizadas na terapia celular visando o 
controle da resposta imune é que a taxa de inibição das PBMCs seja ≥ 50%. 
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Para o cálculo da taxa de inibição, usou-se a fórmula: 
 
% inibição = ,  
 
onde:  = média de marcação das PBMCs co-cultivadas com CTMs; 
  = média de marcação do controle das PBMCs. 
 
4.11 SEQUENCIAMENTO DO GENE HLA-G 
 
A região de cobertura para sequenciamento do gene HLA-G incluiu sequências 
codificadoras, compreendendo desde o éxons 1 ao 5, as quais possibilitaram a determinação das 
variantes alélicas e genótipos, bem como a caracterização de SNPs e do polimorfismo INDEL 
na região reguladora 3’UTR. Para amplificação da região codificadora utilizou-se do kit 
comercial SBTexcellerator® HLA-G (GenDxTM, Utrecht, The Netherlands) e, para a 
amplificação da região 3’UTR foram utilizados os primers Forward 3’ 
TGTGAAACAGCTGCCCTGTG 5’ e Reverse 3’ TCTTCTGATAACACAGGAACTTC 5’. O 
sequenciamento do gene HLA-G foi feito por Next-Generation Sequencing (NGS), através da 
plataforma MiniSeq System (IlluminaTM, San Diego, USA). 
Após a obtenção das reads, as mesmas foram alinhadas com auxílio do programa 
BWA Aligner v.1.1.4 (BaseSpace Labs®, San Diego, USA) e as variantes foram obtidas com 
auxílio do programa DRAGEN Germline v.3.4.5 (Illumina, Inc.®, San Diego, USA). A 
sequência gênica foi analisada no programa Integrative Genomics Viewer (IGV) v.2.6.3 
(BaseSpace Labs®, San Diego, USA) e as variantes anotadas manualmente. 
  
5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 COLETA, ISOLAMENTO E EXPANSÃO DAS CTMS 
 
Foram feitas coletas de três amostras de PD, três amostras de TA e três amostras de 
TCU. O isolamento das CTMs foi bem sucedido em todas as amostras. As amostras foram 
cultivadas até as passagens P2 a P3 (Figura 6) e então foram congeladas em N2 líquido a -196ºC. 
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Para a execução dos ensaios, CTMs da MO, PD, TCU e TA foram descongeladas e cultivadas 
até atingirem P5 a P7, quando foi obtido número suficiente de células para os experimentos.  
 
Figura 6 – Células-tronco mesenquimais em P3 isoladas da polpa dentária após sete dias (superior) e 10 dias 
(inferior) de cultivo. Fonte: o autor. Barra de escala = 500 μm. 
 
5.2 CARACTERIZAÇÃO CELULAR  
 
Foram caracterizadas todas as CTMs das quatro fontes analisadas. Todos os valores 
obtidos estiveram de acordo com os padrões recomendados pelas ISCT, caracterizando as 
células como CTMs (Tabela 3). A negatividade observada para os marcadores CD45, CD34, 
CD14, CD19 e HLA-DR exclui a presença de células hematopoiéticas, endoteliais, leucócitos, 
monócitos, macrófagos, células B, linfócitos e células apresentadoras de antígenos, enquanto a 
positividade conjunta de CD105, CD73, CD29, CD166 e CD90 é característica de CTMs 




Tabela 3 – Expressão de marcadores celulares exigidos pela ISCT (International Society for Cell and Gene 
Therapy) para caracterização das células-tronco mesenquimais (valores apresentados em porcentagem). 
 DP TCU TA MO VR 
 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 ISCT 
CD45 0,22 1,20 0,36 0,35 2,92 0,81 0,24 0,08 0,26 0,42 ≤ 2 
CD90 99,50 98,30 99,70 97,40 99,60 97,90 99,50 99,60 99,90 99,10 ≥ 95 
CD105 99,20 98,70 98,70 99,40 99,40 99,30 99,10 98,40 99,10 97,40 ≥ 95 
HLA-DR 1,64 0,50 0,45 0,96 0,25 0,49 3,33 2,53 1,69 0,68 ≤ 2 
CD19 0,20 1,97 0,55 0,73 2,77 1,14 0,22 0,16 0,81 0,61 ≤ 2 
CD29 99,70 99,90 99,60 98,40 99,20 98,10 99,40 98,80 99,20 98,40 ≥ 95 
CD166 98,40 96,70 94,90 96,30 98,10 96,50 98,00 95,00 97,90 98,10 ≥ 95 
CD14 0,12 0,01 0,36 0,67 3,14 1,34 0,29 0,14 0,32 0,43 ≤ 2 
CD34 0,92 0,45 0,38 0,39 0,18 3,46 0,75 0,17 0,56 0,24 ≤ 2 
CD73 99,20 98,90 98,90 99,00 97,50 99,40 99,40 98,20 99,20 99,30 ≥ 95 
Legenda: DP (dente); TCU (tecido do cordão umbilical); TA (tecido adiposo); MO (medula óssea); VR (valor de 
referência). 
Fonte: o autor. 
 
5.3 ANÁLISE DE MOLÉCULAS CO-ESTIMULATÓRIAS CD40, CD80 E CD86 
 
A análise por citometria de fluxo permitiu a detecção das moléculas co-estimulatórias 
CD40, CD80 e CD86 expressas em baixos níveis por todas as fontes de CTMs. As análises 
foram inicialmente feitas de acordo com a fonte de obtenção das CTMs. Primeiramente foi 
realizada a análise da influência dos tratamentos (controle x IFN-γ x hipóxia) na expressão das 
moléculas co-estimulatórias nas quatro fontes de células (MO, TA, TCU e PD). Foi realizado o 
teste de normalidade de Shapiro-Wilk, o qual indicou que as amostras apresentavam 
distribuição normal, sendo então realizada a comparação através do teste ANOVA de uma via 
com teste de múltiplas comparações de Tukey. Quando comparados os tratamentos dentro da 
mesma fonte, não foi observada diferença significativa na expressão de nenhuma das três 
moléculas avaliadas (dados não mostrados).  
Na sequência , foi realizada a análise da influência das fontes na expressão das 
moléculas co-estimulatórias. As amostras foram agrupadas de acordo com o tratamento, 
possibilitando a comparação entre as quatro fontes (TA, TCU, PD e MO). O teste de 
normalidade de Shapiro-Wilk indicou que as amostras apresentavam distribuição normal, sendo 
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então realizada a comparação através do teste ANOVA de uma via com teste de múltiplas 
comparações de Tukey. Não foi observada influência da fonte na expressão de CD40 e CD80 
em nenhum dos tratamentos (dados não mostrados). Quando cultivadas em condições padrões 
de cultivo, as CTMs expressam valores similares de CD86, independente da fonte de obtenção 
(Figura 7A). Entretanto, quando estimuladas com IFN-γ, as células da MO passaram a expressar 
valores significativamente maiores (x=3,22) de CD86 em relação as células da PD (x=0,94; 
p=0,0479) e TA (x=0,31; p=0,0168) (Figura 7B). Quando adicionado o estímulo de baixa 
concentração de O2, tanto células da MO (x=2,79) quanto células do TCU (x=1,73) passaram a 
expressar CD86 de forma significativamente maior em relação as células da PD (x=0,57; p= 
0,0031 [MO]; p=0,0136 [TCU]) e TA (x=0,18; p=0,0013 [MO]; p=0,0032 [TCU]) (Figura 7C). 
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Figura 7 – Expressão de CD86 de acordo com a fonte de obtenção de células-tronco mesenquimais. CTMs sob 
(A) condições padrões de cultivo, (B) estímulo de IFN-γ ou (C) condição de hipóxia. 
 
Sabe-se que as CTMs humanas são negativas para o MHC de classe II e para as 
moléculas co-estimuladoras CD40, CD80 e CD86, o que podem tornar as células T anérgicas e 
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explicar o status imune privilegiado das CTMs (LIAU et al., 2020). Com relação ao estímulo 
de hipóxia, foi visto que baixas concentrações de O2 são capazes de induzir a expressão de 
CD40, CD80 e CD86 em DC humanas, sendo o aumento de CD40 dependente de HIF-1 
(WINNING; FANDREY, 2016). Os resultados observados no atual estudo mostram que, 
embora tenha sido observada diferença na expressão das moléculas co-estimulatórias em CTMs 
de diferentes fontes estimuladas com IFN-γ ou hipóxia, os baixos níveis expressos ainda 
caracterizam as CTMs como negativas para expressão de CD40, CD80 e CD86 (VENUGOPAL 
et al., 2011). Desta forma, todas as fontes podem ser consideradas eficientes para obtenção de 
CTMs e podem ser cultivadas sob condição padrão de cultivo ou sob estímulo de IFN-γ ou 
hipóxia. 
 
5.4 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE sCD152  
 
Sabe-se que a molécula CD152 (ou CTLA-4) pode ser expressa em quatro isoformas: 
full length CD152 (flCD152), ligand-independent CD152 (liCD152), soluble CD152 
(sCD152), e 1/4 CD152 (GABER et al., 2018). A análise por citometria de fluxo permitiu a 
detecção intracelular da isoforma solúvel (sCD152) expressa por todas as fontes de CTMs 
(Figura 8). A aplicação do teste de normalidade de Shapiro-Wilk indicou que a amostra possuía 
distribuição normal, possibilitando a análise dos dados por ANOVA de uma via com teste de 
múltiplas comparações de Tukey. 
Em CTMs cultivadas com cultivo padrão foi observada diferença significativa entre as 
amostras (p=0,0234), sendo notada uma menor expressão de CD152 intracelular por células 
obtidas da PD (x=7,78) quando comparada à expressão pelo TCU (x=43,03) (Figura 8A). A 
análise comparativa entre as fontes permitiu observar diferença entre a expressão por PD-CTMs 
e TCU-CTMs (p=0,0164). A partir dos dados observados, CTMs obtidas do TCU são mais 
promissoras para a terapia imunossupressora, visto que a expressão de CD152 nas células do 
cordão foi 5,53x maior quando comparada à da PD. A adição de estímulo às CTMs (IFN-γ ou 
hipóxia) não revelou diferença entre as fontes de CTMs quanto a expressão de sCD152 
(p=0,0943 para IFN-γ, e p= 0,1109 para hipóxia) (Figura 8B e 8C). Quando agrupadas de 
acordo com o tratamento, as CTMs expressaram CD152 de maneira similar (p=0,6617), 














































































































Figura 8 – Expressão de CD152 por células-tronco mesenquimais (A) cultivadas em meio padrão, (B) estimuladas 
com IFN-γ ou (C) hipóxia. Como não houve diferença entre a expressão de CD152 na mesma amostra, 
independente do cultivo, todas as amostras foram agrupadas de acordo com o tratamento de estímulo (D). 
 
O mecanismo de imunossupressão das CTMs envolve uma gama de moléculas 
inibitórias. Pouco se sabe sobre o envolvimento de CD152 no potencial imunomodulador destas 
células, mas essa molécula está associada a expressão de IDO por APCs após sua ligação com 
receptores B7.1/7.2, o que induz o estado imunossuprimido no ambiente (LIPPENS et al., 
2016). Neste estudo, foi utilizado um período de 24h de hipóxia, o que se mostrou curto para a 
estimulação da expressão de CD152, visto que 72h à baixa concentração de O2 foram capazes 
de aumentar quase duas vezes a expressão de sCD152 por CTMs (GABER et al., 2018). Outro 
aspecto interessante com relação a esta molécula é o seu potencial de splicing. Como observado 
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no estudo de Gaber et al (2018), o padrão de expressão da proteína por CTMs depende da 
concentração de O2 encontrada no ambiente. Isso indica que as células são capazes de mudar a 
expressão frente ao microambiente em que estão presentes, adaptando o seu mecanismo de 
inibição. Não foi encontrada literatura com relação a expressão de CD152 após estímulo com 
IFN-γ. 
Outro estudo demonstrou o papel importante que as moléculas CD152 desempenham 
na modulação imune pelas CTMs. Por meio do ensaio de inibição, foi visto que CTMs CD152+ 
foram capazes de inibir fortemente a proliferação de células T, além de impedir a secreção de 
IL-2 e IFN- γ pelas células imunes. Em contrapartida, o potencial inibitório das CTMs CD152- 
se mostrou limitado, possibilitando a proliferação e produção de citocinas inflamatórias pelas 
células imunes. Além disso, foi visto que a ausência de expressão de CD152 limita o potencial 
de diferenciação das CTMs. Células tronco que expressaram a molécula foram capazes de se 
diferenciar em osteócitos em cultivo com células imunes ativadas, enquanto células tronco com 
expressão negativa de CD152 tiveram sua diferenciação reduzida (DAI et al., 2015).  
 
5.5 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE HLA-G 
 
Com o objetivo de entender melhor os mecanismos de ação por trás da modulação 
imune por CTMs, foi realizada a análise de expressão de HLA-G. Uma propriedade interessante 
do HLA-G é a presença de formas alternativas da proteína, garantidas pelo splicing alternativo 
do mRNA. O splicing pode resultar na produção de sete isoformas alternativas, algumas ligadas 
à membrana (HLA-G1, -G2, -G3 e –G4) e outras de forma solúvel (HLA-G5, -G6 e –G7). As 
isoformas –G1 e –G5 são as mais estudas, devido a presença de todos os domínios proteicos 
(exceto a cauda citoplasmática em –G5) (CAROSELLA et al., 2015).  
Por meio de citometria de fluxo foi analisada a expressão de HLA-G de membrana, ou 
seja, a presença da isoforma HLA-G1. A aplicação do teste de normalidade de Shapiro-Wilk 
indicou que os dados apresentaram distribuição normal, possibilitando a análise dos dados por 
ANOVA de uma via com teste de múltiplas comparações de Tukey. 
A análise permitiu a observação de expressão de HLA-G1 por todas as fontes de 
células-tronco estudadas (Figura 9). Em seu estado basal (Figura 9A) foi observada diferença 
na expressão em relação as fontes (p=0,0299), sendo que CTMs da PD apresentaram os menores 
valores de HLA-G (x=5,07), diferindo significativamente das CTMs do TCU (p=0,0287), que 
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expressaram os maiores níveis de HLA-G (x=38,23), podendo ser considerada novamente como 
a fonte mais promissora para a terapia imunossupressora. Uma vez estimuladas com IFN-γ ou 
hipóxia, as células passaram a expressar níveis semelhantes de HLA-G (p=0,0834 para IFN-γ, 
e p=0,0744 para hipóxia) (Figuras 9B e 9C). Quando as células foram agrupadas com relação 
ao tratamento de estímulo, não foi observada diferença de expressão (p=0,7122) (Figura 9D). 
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Figura 9 – Expressão de HLA-G de membrana por células-tronco mesenquimais (A) cultivadas em meio padrão, 
(B) estimuladas com IFN-γ ou (C) hipóxia. Como não houve diferença entre a expressão de HLA-G de membrana 
na mesma amostra, independente do cultivo, todas as amostras foram agrupadas de acordo com o tratamento de 
estímulo (D). 
 
Por meio do ensaio ELISA foi analisada a expressão de HLA-G solúvel (isoforma 
HLA-G5) no sobrenadante do cultivo. A aplicação do teste de normalidade de Shapiro-Wilk 
indicou que as amostras tinham distribuição normal quando agrupada de acordo com a fonte e 
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também quando agrupadas de acordo com o tratamento, possibilitando a análise dos dados por 
ANOVA de uma via com teste de múltiplas comparações de Tukey.  
Quando agrupadas com relação a fonte de obtenção das CTMs (Figura 10A), foi 
observada uma média de expressão significativamente maior das amostras obtidas de TCU 
(13,09 ± 3,11) em comparação a TA (0,69 ± 0,56) (p=0,0001). Não houve diferença entre a 
expressão média das outras fontes (PD = 9,09 ± 1,77 e MO = 9,28 ± 1,11). Quando agrupadas 
de acordo com o tratamento (Figura 10B), não foi observada diferença entre os estímulos 
aplicados ao cultivo (p= 0,9977). 
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Figura 10 – Expressão de HLA-G solúvel por células-tronco mesenquimais. (A) Expressão de HLA-G solúvel de 
acordo com a fonte de obtenção das células-tronco mesenquimais; (B) como não houve diferença entre a expressão 
de HLA-G solúvel na mesma amostra, independente do cultivo, todas as amostras foram agrupadas de acordo com 
o tratamento de estímulo. (***) p=0,0001. 
 
A molécula HLA-G é conhecida por sua presença e por seu papel imunomodulador na 
interface materno-fetal na gestação, garantindo a proteção do feto contra o sistema imunológico 
materno (CAROSELLA et al., 2015). A expressão desta proteína foi observada em diversos 
tecidos, principalmente nos imunologicamente privilegiados, e em CTMs de diferentes fontes 
(DING et al., 2016; KIM et al., 2018; LEE et al., 2012; SELMANI et al., 2009; WANG et al., 
2016). Níveis elevados de HLA-G foram observados em vários tipos de câncer e fortemente 
associado com o escape imune das células tumorais, metástase e pior prognóstico (LIN; YAN, 
2015). HLA-G foi também considerada uma molécula tolerogênica nos transplantes cardíacos 
e renais (REBMANN et al., 2014) o que desperta a busca por uma melhor compreensão dos 
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mecanismos que resultam por exemplo, no desenvolvimento de um certo grau de 
imunotolerância contra antígenos alogênicos. Portanto, a eleição de uma fonte e um tratamento 
que resulte em maior expressão desta proteína se mostra de grande valia para a área médica. 
Além disso, a moléculas HLA-G mostrou desempenhar um papel fundamental no potencial 
imunossupressor exercido pelas CTMs, visto a reversão do estado inibitório após o bloqueio 
das moléculas com anticorpo 87G (DING et al., 2016; SELMANI et al., 2009). 
Os resultados obtidos neste trabalho são concordantes com aqueles observados no 
estudo de Kim et al (2018), no qual não foi observada diferença de expressão em CTMs de 
diferentes fontes estimuladas com IFN-γ. Entretanto, no estudo citado, foi observada a análise 
diferencial de isoformas HLA-G após o estímulo. Foi observado que, no estado inativo, todas 
as CTMs expressaram HLA-G1 e G7. Entretanto, quando estimuladas: (i) CTMs do ligamento 
periodontal expressaram HLA-G1, G5 e G7; (ii) CTMs do TCU expressaram HLA-G5, G6 e 
G7; e (iii) CTMs do TA expressaram HLA-G5 e G7. Novamente, esta análise permite inferir a 
plasticidade das CTMs frente ao microambiente, sendo capaz de alterar a expressão gênica de 
acordo com o mecanismo imunossupressor desempenhado (KIM et al., 2018b). 
Com relação ao cultivo em baixa concentração de O2, o resultado observado foi 
inesperado. O estresse causado por baixas concentrações de oxigênio induz a formação do 
complexo HIF-1 que se liga a elementos responsivos a hipóxia (HRE) na região promotora dos 
genes, estimulando a transcrição. Portanto, era esperada a indução da expressão de HLA-G, 
devido a presença de sequências reguladoras HRE presentes nas regiões -966, +281 e +291 do 
gene (Figura 11) (YAGHI et al., 2016). Apesar disso, a observação de valores similares de 
expressão de HLA-G em CTMs cultivadas em baixas concentração de O2 no estudo atual se 
mostrou de acordo com o trabalho de Wobma et al (2018), onde foi observada expressão similar 
de HLA-G entre CTMs cultivadas em cultivo padrão e sob hipóxia (WOBMA et al., 2018). 
Uma possível causa para a manutenção basal da expressão de HLA-G sob estímulo de hipóxia 
pode ser a presença de SNPs no éxon 2, onde estão presentes as HRE +281 e +291. Tal 
explicação se mostra pouco provável, levando em consideração que os alelos G 01:03:01:01 e 
G 01:03:01:02, que apresentam SNP +292A>T, e os alelos G 01:10 e G 01:11, que 
apresentam SNP +293C>T (GARZIERA; SCARABEL; TOFFOLI, 2017), não foram 




Figura 11 – Representação esquemática da interação hipotética entre HIF-1 ativada durante hipóxia e o HLA-G 
nas sequências −966 HRE e +281 HRE específicas para a ligação ao HIF-1 (do inglês, HIF-1: hypoxia-inducible 
factor 1; HLA-G: human leukocyte antigen-G; HRE: hypoxia-responsive element; 5′UTR: 5′untranslated region) 
Fonte: (GARZIERA; SCARABEL; TOFFOLI, 2017). 
 
Levando em consideração as funções tolerogênicas das moléculas de HLA-G, elas 
podem ser um bom candidato como fator para a atividade imunomoduladora de CTMs. As 
isoformas solúveis e ligadas à membrana são capazes de inibir várias funções imunológicas, 
como a atividade lítica e citotóxica e proliferação de células imunes (CHEN et al., 2017; NAJI 
et al., 2014; SELMANI et al., 2008). Desta forma, visto a maior expressão destas moléculas por 
CTMs obtidas do TCU, esta pode ser uma fonte valiosa de obtenção de células para melhorar 
os protocolos atuais de uso de CTMs como terapia celular imunossupressora.  
 
5.6 ANÁLISE DO POTENCIAL IMUNOSSUPRESSOR DE CTMS 
 
Para comparar o potencial imunossupressor das diferentes fontes de CTMs, foram co-
cultivadas PBMCs marcadas com CFSE juntamente com CTMs durante cinco dias, em 
diferentes proporções (PBMC:CTM = 1:2; 1:5; e 1:10). Por meio de citometria de fluxo foi 
analisada a intensidade do CFSE. A aplicação do teste de normalidade de Shapiro-Wilk indicou 
que a amostra apresentou distribuição normal, possibilitando a análise dos dados por ANOVA 
de uma via com teste de múltiplas comparações de Tukey. 
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A partir da análise dos resultados pode-se observar que todas as fontes de CTMs foram 
capazes de inibir as células imunes, independente da proporção em que foram cultivadas (Figura 
12A-H). Não foi observada diferença no percentual de inibição entre as fontes, com exceção 
das CTMs estimuladas com IFN-γ, cultivadas na proporção 1:2 (p=0,0153) (Figura 12D). Nesta 
proporção, células obtidas do TCU (x=65,65) apresentaram o menor percentual de inibição, 
diferindo significativamente das CTMs do TA (x=92,65) (p=0,0156). 
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Figura 12 – Potencial de inibição de células-tronco mesenquimais cultivadas com células mononucleares do 
sangue periférico: percentual de inibição obtido com células-tronco mesenquimais cultivadas sob condições 
padrões de cultivo, nas proporções de 1:2 (A), 1:5 (B) e 1:10 (C), sob o estímulo de IFN-γ, nas proporções de 1:2 
(D), 1:5 (E) e 1:10 (F) e sob condição de hipóxia, nas proporções de 1:2 (G), 1:5 (H) e 1:10 (I). 
 
Quando agrupados de acordo com o tratamento (Figura 13), não foi observada 
diferença no potencial imunomodulador das CTMs (p=0,9853 para proporção 1:2 [Figura 13A]; 
p=0,9438 para proporção 1:5 [Figura 13B]; e p=0,9571 para proporção 1:10 [Figura 13C]). 
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Desta forma, pode-se observar que as CTMs são capazes de modular a resposta imune 





















































































Figura 13 – Potencial de inibição de células-tronco mesenquimais cultivadas com células mononucleares do 
sangue periférico, de acordo com o tratamento de estímulo no cultivo: percentual de inibição em cultivo na 
proporção de 1:2 (A), 1:5 (B) e 1:10 (C). 
 
Através da expressão de marcadores de superfície e moléculas solúveis, como fatores 
de crescimento e citocinas, as CTMs respondem ao ambiente ao seu redor e interagem com 
outras células presentes nos tecidos (PITTENGER et al., 2019). A expressão de inúmeros 
fatores solúveis foi observada em CTMs de diversas fontes, desde a MO (padrão para a clínica) 
até fontes alternativas, como TCU, TA e polpa dental (Tabela 4). É interessante observar a 
presença de HLA-G expresso em diferentes fontes, concomitantemente com outras citocinas 
imunossupressoras. Isso sugere que o potencial imunomodulador das CTMs não é resultado de 


















Tabela 4 - Fatores solúveis expressos por CTMs de diferentes fontes. 
BM-MSC DP-MSC* AT-MSC  CP-MSC UC-MSC** 
Activin-A CCL2/MCP-1 GM-CSF GM-CSF HGF 
Cox-2 FasL HGF IFN-γ HLA-G 
galectin-1 HGF HLA-E IL-2 IDO 
galectin-3 IDO HLA-G IL-4 PGE2 
GM-CSF IL-6 IDO IL-10 TGF-β1 
HLA-G IL-10 IFN-γ IL-13 
 
IDO PGE2 IL-1β 
  
IFN-γ TGF-β1 IL-2 
  
IL-1β VEGF IL-4 
  


































Legenda: BM-MSCs (medula óssea); DP-MSCs (dente); AT-MSCs (tecido adiposo); CP-MSCs 
(placenta); UC-MSCs (tecido do cordão umbilical). 
* Inclui CTMs da polpa dentária, gengiva e ligamento periodontal. 
** Inclui CTMs da geleia de Wharton e tecido do cordão umbilical. 
Baseado nos estudos de: BRONCKAERS et al., 2013; COPLAND et al., 2015; JIANG et al., 2015; 
KIM et al., 2018b; LEE et al., 2012; LUZ-CRAWFORD et al., 2016; MARTINEZ et al., 2017; MENNAN et al., 
2016; MUN et al., 2018; SELMANI et al., 2009, 2008; WOBMA et al., 2018; YANG et al., 2012. 
Fonte: o autor. 
 
Resultados in vitro demonstraram a eficácia das CTMs em inibir a proliferação de 
células T, B e NKs (DING et al., 2016), induzir a proliferação de células T reguladoras (CHEN 
et al., 2017), além de impedir a maturação de DC e a ativação de células NKs (MARTINEZ et 
al., 2017). Diferentemente dos resultados obtidos neste trabalho, Kim et al (2018) observaram 
aumento de inibição a medida que a proporção de co-cultivo aumentava, possivelmente pelo 
fato da diluição utilizada ter sido maior (KIM et al., 2018b). 
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Além de inibirem a proliferação de células imunes, a presença de CTMs é capaz de 
inibir a expressão e secreção de citocinas pró-inflamatórias, como IL-6, TNF-α e VEGF-α, 
quando comparadas com células imunes proliferadas sem a presença de CTMs, o que pode 
explicar o potencial imunossupressor das CTMs sobre as células imunes ativadas (DING et al., 
2016).  
Um dado interessante com relação ao efeito que o IFN-γ exerce no potencial das CTMs 
foi observado no estudo de Liang et al (2017). Quando cultivadas CTMs e células T, a adição 
de IFN-γ não foi capaz de aumentar a inibição das células imunes pelas CTMs. Entretanto, o 
bloqueio do IFN-γ levou à proliferação exacerbada de linfócitos, indicando uma estimulação 
no efeito imunomodulador das CTMs na presença desta citocina. Pode-se inferir que, 
provavelmente, as CTMs sejam estimuladas pela presença endógena de IFN-γ, produzida por 
células imunes ativadas e, por isso, a adição de IFN-γ exógeno não é capaz de produzir um 
efeito adicional no seu potencial imunossupressor (LIANG et al., 2018). 
Apesar de não ter sido observada diferença entre as fontes, este dado se mostra 
relevante para a clínica. Tendo em vista que o padrão é a utilização de CTMs obtidas da MO, a 
definição de fontes alternativas é ideal. A obtenção de células da medula envolve questões éticas 
mais rígidas, por tratar-se de um procedimento cirúrgico invasivo. Em contrapartida, a 
utilização de tecidos descartáveis após os procedimentos médicos necessários, como é o caso 
do TCU, TA e dente, torna viável a criação de biobancos, possibilitando o estoque de CTMs 
para uso clínico. 
 
5.7 SEQUENCIAMENTO DO GENE HLA-G 
 
Como visto anteriormente, cada genótipo produz um padrão diferente de splicing, 
resultando na expressão diferencial de isoformas HLA-G. Da mesma forma, a expressão gênica 
também pode ser afetada pelos alelos que compõem o genótipo. Indivíduos heterozigotos 
G*01:01:01/G*01:04:01 foram observados como apresentando níveis mais elevados de HLA-
G, em comparação com indivíduos heterozigotos G*01:01:01/G*01:01:02 e homozigotos 
G*01:01:02/G*01:01:02 (VAUVERT; SINE, 2003). 
A expressão de HLA-G também é regulada pós-transcricionalmente por sequências 
reguladoras presentes na região 3'UTR. Vários sítios polimórficos foram descritos com 
atribuição de determinar o splicing e modular a expressão dos transcritos e proteínas HLA-G. 
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Diversos microRNAs foram descritos como reguladores negativos da expressão de HLA-G pela 
sua afinidade à sequências presentes na 3’UTR, dentre os quais, miR-148a, miR-148b, miR-
152, miR-133a, miR-628-5p, e miR-548q (PORTO et al., 2015; RECHES; BERHANI; 
MANDELBOIM, 2020). 
Até o momento, foi realizado o sequenciamento do gene HLA-G das amostras de 
CTMs obtidas da PD. Foram inferidos os genótipos das amostras através do sequenciamento 
dos éxons 1 ao 5 e nove polimorfismos presentes na 3’UTR, localizados nas posições +2960, 
+3003, +3010, +3027, +3035, +3142, +3187, +3196 e +3227. Os alelos foram determinados de 
acordo com a sequência fornecida pelo IMGT/HLA. Os alelos e polimorfismos podem ser 
visualizados na Tabela 5. Embora o sequenciamento das amostras de MO, TCU e TA ainda não 
tenha sido realizado, não nos passou despercebido uma possível associação entre o alelo HLA-
G*01:04:01:01 e com um potencial imunossupressor maior pelas CTMs. Interessantemente, as 
amostras em que foi detectada a presença do alelo HLA-G*01:04:01:01 inibiram as células 
imunes em níveis significativamente maiores (p=0,0003) em relação a amostra que não 
apresentou este alelo. Isso indica um possível efeito aditivo do alelo HLA-G*01:04:01:01, ainda 
que a análise genotípica das demais amostras se faça necessária para uma conclusão mais 
acertiva. 
 
Tabela 5 – Alelos e polimorfismos obtidos com o sequenciamento do HLA-G. 
Genótipos 
DP1 Alelo 1 HLA-G*01:01:01 
  Alelo 2 HLA-G*01:04:01:01 
DP2 Alelo 1 HLA-G*01:01:02:01 
  Alelo 2 HLA-G*01:04:01:01 
DP3 Alelo 1 HLA-G*01:01:01 
  Alelo 2 HLA-G*01:01:02:01 
Polimorfismos 3'UTR 
 
INDEL +3003 +3010 +3027 +3035 +3142 +3187 +3196 +3227 
DP1  Del/Del T/T C/T C/C C/C C/G A/G C/C G/G 
DP2 Del/Ins T/T C/C C/C C/C G/G A/A C/G G/G 
DP3 Del/Ins T/T G/C C/C C/C C/G A/G C/G G/G 




Na região +2960, observa-se o polimorfismo IN/DEL. O alelo que apresenta a 
inserção, de 14pb (IN 14pb), formará uma região AUUUG no mRNA associada a instabilidade 
do transcrito, reduzindo os níveis de mRNA (CHEN et al., 2008; GARZIERA et al., 2015; 
VERLOES et al., 2017a). O SNP da posição +3187 também foi associado à estabilidade e nível 
de degradação do transcrito. A presença de Adenina leva a diminuição da expressão de mRNA 
HLA-G (GARZIERA et al., 2015). Enquanto isso, a posição +3142 tem maior afinidade de 
ligação a miR-148a, miR-148b e miR-152 quando está presente uma Guanina (VERLOES et 
al., 2017a). No trabalho de Moreau et al (2013) foram observados que polimorfismos e 
genótipos 14pb DEL/DEL, associado aos SNPs +3010 C/G, +3027 C/C, +3035 C/C e +3142 
C/G apresentam aumento na expressão de HLA-G, quando comparadas com as outras variantes 
(14-pb IN/IN, +3010 C/C, +3027 A/A, +3035 T/T ou C/T, e +3142 G/G) (MOREAU et al., 
2013) (Figura 14). 
 
  
Figura 14 – Padrão de expressão HLA-G associado aos polimorfismos da 3’UTR e alelos. A presença da inserção 
de 14pb 5’ ATTTGTTCATGCCT 3’ está associada a maior instabilidade do mRNA devido a formação de uma 
região AUUUG, levando a maior degradação do mesmo, diminuindo sua expressão. O SNP +3142G resulta em 
uma maior afinidade por miR-148a, miR-148b e miR-152, levando a degradação do mRNA e menor expressão da 
proteína. Da mesma maneira, o SNP +3187A foi associado a menores níveis de produção de HLA-G. Outros 
genótipos e seu efeito na produção da proteína podem ser observados na figura. 
 
Outras moléculas imunossupressoras secretadas por CTMs, como IDO e PGE2, foram 
descritas na literatura (Tabela 4). Comparativamente, as células do trofoblasto e CTMs 
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expressam HLA-G, IDO e PGE2, mostrando semelhanças nos mecanismos de inibição do 
sistema imune por ambas as células. Entretanto, a expressão de HLA-G difere entre as células, 
mostrando que a regulação da expressão do HLA-G é célula específica, podendo ser resultado 
da presença de elementos regulatórios e variantes na sequência no gene HLA-G (SELMANI et 
al., 2009). No presente estudo, a evidência de que o HLA-G*01:04 possa gerar uma resposta 
mais eficiente das CTMs em inibir a proliferação de linfócitos pode ser o ponto chave na escolha 
dos melhores doadores quando o uso destas células for com a intenção de modular a intensidade 




 Os baixos níveis de expressão de CD40, CD80 e CD86 podem ser considerados como 
negativos independente da fonte e das condições de cultivo, demonstrando que entre as 
fontes testadas não existe uma com menor potencial de ativação alogênica; 
  CTMs do TCU, quando cultivadas sob condição padrão, expressam níveis mais altos 
de CD152, HLA-G de membrana e HLA-G solúvel; 
 CTMs da MO, PD, TA e TCU apresentam potencial imunossupressor sob condições 
padrões de cultivo, e mantêm sua capacidade imunomoduladora quando cultivadas sob 
estímulo de IFN-y e hipóxia; 
 As amostras que apresentaram o alelo HLA-G*01:04:01:01 inibiram as células imunes 
em níveis significativamente maiores (p=0,0003) em relação a amostra que não 
apresentou este alelo; 
 Embora, as três fontes se mostrarem alternativas eficientes a MO, na terapia celular 
visando a imunossupressão, o TCU apresentou vantagem em relação a expressão dos 
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ANEXO II – ARTIGO DE REVISÃO SOBRE O USO DE CTMS NO TRATAMENTO 
DE LESÃO MEDULAR, PUBLICADO EM CONJUNTO COM PESQUISADORES 
DO NÚCLEO DE TECNOLOGIA CELULAR DA PONTIFÍCIA UNIVERSIDADE 








































ANEXO III – ARTIGO DE REVISÃO SOBRE O USO DE CTMS NO 
TRATAMENTO DA DECH E O PAPEL DO HLA-G NO POTENCIAL 
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